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研究成果の概要（和文）：生きたマウス体内における蛍光リアルタイムイメージングによっ
て特定タンパク質や分子の動態を詳細に追跡可能になれば、多細胞動物での分子機能を明ら
かにする基礎研究はもちろん、疾患モデルでの病態解析や、創薬・再生医療研究にも多大な
貢献が可能である。そこでそのための近赤外域での実験を可能にする技術開発を進め、均整
外域において無蛍光な飼料の開発と、およそ３０倍に強度を増強した近赤外蛍光タンパク質
の開発に成功した。 
  
研究成果の概要（英文）：Fluorescent real-time imaging methods enables us to monitor 
proteins and other molecules in living animals. This technique can make significant 
contribution to not only basic science but also researches for drug discovery, regenerative 
medicine and clinical state analyses in model animals. For this purpose, we succeeded to 
develop a non-fluorescent in near-infrared and nutritionally complete diet and a 
fluorescent protein derivative which shows 30-fold higher intensity of NIR fluorescence. 
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１．研究開始当初の背景 
生きた動物での３次元検出 
 これまで哺乳動物体内の分子追跡は放射
線を用いた PET などが主流であったが、特
殊な施設が必要であるなど、一般に普及する
ことは難しい。哺乳動物の体は不透明である
ため可視光は透過しにくいが、600 nm を超
える波長域であればヘムによる吸収を免れ
ることができ、ある程度の透過は可能である
ことが知られている。本研究ではこうした長
波長域でマウスの３次元計測が可能な新規
な装置を応用して、リアルタイムな３次元デ
ータを取得できる利点を生かし、イメージン
グ技術の開発を進める。 
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＜申請者の背景＞ 
マウスでの３次元蛍光検出装置 
 申請者はこれまでに国内のメーカーとの
共同研究により、近赤外領域の蛍光物質を生
きたマウス体内で３次元検出できる、まった
く新しい計測装置の開発を進めている。さら
に X 線 CT 撮影も並行しておこない、２つの
情報を簡単に重ね合わせることにより、臓器
レベルで正確に蛍光の局在部位を画像化す
ることに成功しつつある。しかしながら、真
にイメージングシステムとして完成させる
には、装置の開発と並行して十分に高機能な
蛍光プローブの開発が急務である。そこで本
研究において、抗体をプローブとして生体利
用する技術を確立する。 
 
タンパク質分解制御系を応用したイメージ
ング 
 申請者はこれまでに、単独の状態では細胞
内で高速に分解されるが、他の分子と結合す
ることで分解を免れる性質を変異導入によ
って獲得させ、これをイメージングに応用す
るデグラトンプローブ技術の開発と応用を
進めて来た。本研究ではこの技術を応用し、
in vivo で利用可能な近赤外蛍光タンパク質
の応用を試みる。 
 
 
２．研究の目的 
 生きたマウス体内におけるリアルタイム
イメージングによって特定タンパク質や分
子の動態を詳細に追跡可能になれば、多細胞
動物での分子機能を明らかにする基礎研究
はもちろん、疾患モデルでの病態解析や、創
薬・再生医療研究にも多大な貢献が可能であ
る。 
 そこで、申請者が開発してきた生体内の蛍
光物質の挙動を３次元スキャンおよび高解
像度画像化する手法に加えて、本研究では特
定の分子を検出する上で最も強力なツール
である抗体を、生きたマウス体内において自
在に利用可能にするため、１）非特異吸着を
低減した抗体の開発と２）生細胞内分子の特
異的検出を実現し、in vivo Western 手法を
確立する。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究では、１）抗原認識をになう抗体タ
ンパク質の可変領域、２）高輝度蛍光タンパ
ク質、３）長波長蛍光色素ラベル部位、の３
つのモジュールからなる「抗体蛍光プロー
ブ」の開発を試みる。抗体の中で抗原認識に
関与しない部分を極力除くことにより非特
異的吸着の軽減を図るとともに、蛍光タンパ
ク質によって特定の局所における侵襲的な
高解像度イメージングが可能な蛍光強度を
確保する。さらに長波長の低分子蛍光色素で
特異的にラベルするモジュールも付加し、ラ
ンダムな共有結合によるラベルングで抗原
認識部位にも色素が結合してしまい、抗原特
異性が失われてしまったものが常に一定量
混在してしまうことになり、非特異シグナル
の原因になることを防ぐ。 
 
 
４．研究成果 
 初年度は、そもそもアルギニンペプチド
をどの部位に付加させた場合に、最も効率
よく細胞外から細胞内への取り込みがお
こるかを検証しておくことを試みた。実験
の高速化を図るため、抗原タンパク質発現
細胞と、抗体分泌細胞の２種類の細胞を混
在させ、確実に細胞外を経てから取り込ま
れる実験系を確立した。２種類の細胞の識
別のために、それぞれに異なる波長特性の
蛍光タンパク質を発現させておいて、イメ
ージング抗体のモジュール２の蛍光タン
パク質も含めてマルチカラー解析系を構
築した。 
 ここで、問題が発生した。最終的に in vivo
にもちいることが目的だが、現存するマウス
飼料では近赤外の蛍光があまりにも強く、ま
た蛍光を低減したといって販売されている
飼料は、そもそも栄養学的に問題があって、
マウスの健康が維持できず、全身の蛍光イメ
ージングの使用にたえる飼料は現存しない
ことが明らかとなった。また抗体のラベルに
用いる近赤外域の蛍光タンパク質は十分な
蛍光強度が得られないことも明らかとなっ
た。これの技術の完成なしには、全身の近
赤外蛍光イメージングが実施できないため、
抗体が正しく開発できているかどうかの判
定ができず、技術開発は進めることが困難
である。そこで急遽、以下の２テーマを新
たに設定し、技術開発に取り組んだ。 
 
テーマ１）体内非侵襲解析用特殊飼料すなわ
ちイメージング飼料の開発 
テーマ２）自発的に成熟し十分な蛍光強度が
得られる近赤外蛍光タンパク質の開発 
 飼料中に含まれる近赤外波長域の蛍光物
質を除いて無蛍光にすることを試みた。飼料
に用いる材料を入手し、それらの蛍光特性を
すべて分析した。その結果、本来蛍光性では
ないはずの素材の多くに蛍光性の混入物が
混在していることが非常に問題であること
があきらかとなった。そこで、その混入を防
ぐ手法の開発を試みた。その結果、もっとも
近赤外領域において無蛍光で、かつマウスの
健康にも問題を起こさない特殊飼料を開発
することができた。この飼料を与えたマウス
を用いると、より深部まで非侵襲に蛍光観察
  
できることも確認できた。 
 蛍光プローブタンパク質が本当に細胞内
に移行し、分解制御によるコントロールが可
能かどうかをモニターするため、十分な強度
の蛍光が必要だが、2009 年に報告された
IFP1.4 では必要な強度が得られなかった。そ
こで、これに遺伝子上でさまざまな改変を加
え、蛍光を強化することを試みた。その結果、
およそ３０倍の蛍光強度を実現することが
できた。これをすでに開発済みの分解制御シ
ステム Tet デグラトンプローブに応用するこ
とを試みた。これならば薬剤の投与により簡
便に分解制御を人工的に引き起こせるため、
in vivo での体内挙動を追跡することが行
いやすい。このシステムを構築し、薬剤の
有無によるイメージングデータと、解剖後
の分布データを用いて、体内動態とそれが
性格にイメージングできているのかどうか
の判定を実施した。 
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